EFFECT ETHANOL EXTRACT OF Morinda citrifolia L TO BLOOD

GLUCOSE, NEUTROFIL COUNT, GLOMERULUS FIBRONEKTIN IN






Prosedur pengukuran kadar gula darah pada hewan coba 
1.  Sebelum pemeriksaan kadar gula darah, tikus dipuasakan selama 10-12 
jam. Pemeriksaan kadar gula darah melalui pengambilan cuplikan darah 
dari vena di ekor tikus dengan cara memotong sedikit ujung ekor. 
2.  Tetesan darah yang pertama dibuang, tetesan darah berikutnya diperiksa 
dengan menggunakan alat POCT (point of care test) Super Glucocard II. 
Reagen  strip  yang  telah  di  tetesi  darah  vena  dimasukkan  ke  alat 
pemeriksa, kemudian hasilnya dibaca pada layar dalam waktu kurang dari 
30 detik. Nilai yang tertera pada layar adalah nilai konsentrasi gula darah 
dalam mg/dl. 
3.  Prinsip pemeriksaan kadar gula darah adalah berdasarkan reaksi oksidasi 
enzimatik yaitu sampel darah vena dalam reagen strip yang mengandung 
glucose oksidase (GOD) dan potassium ferrisianida. Gula darah didalam 
reagen  strip  bereaksi  dengan  potassium  ferisianida  sehingga  terbentuk 
potassium  ferosianida.  Banyaknya  potassium  ferosianida  akan 
menghasilkan  arus listrik  yang  dapat  dideteksi  oleh alat  dan  kemudian 
diubah menjadi angka yang ditampilakan pada layar. 
4.  Pemeriksaan  kadar  gula  darah  dilakukan  sebelum  penelitian  dilakukan, 
setelah diiunduksi Streptozotocin, untuk menentukan keberhasilan induksi 
STZ, terhadap peningkatan kadar gula darah dalam proses hiperglikemi.  63 
 























Lampiran  2 :  
Pemeriksaan Jumlah Neutrofil/ Darah Rutin  (HematologyAnalyser) 
1.  Darah diambil sebanyak 1 ml dan dimasukkan dalam tabung berisi  EDTA, 
tabung dipilin mencapur EDTA dengan darah. 
2.  Darah yang bercampur EDTA dimasukkan dalam alat Hematology Analyser, 
darah akan diaspirasi oleh probe dan masuk dalam sample rotor valve. 
3.  Larutan pengencer (diluent) juga mengalir dalam sample rotor valve sehingga 
keduanya tercampur. 
4.  Sampel yang telah diencerkan tersebut menuju ke mixing chamber,  proses ini 
adalah pengenceran pertama.  
5.  Dari mixing chamber, sampel akan masuk kembali ke sample rotor valve dan 
bercampur kembali dengan larutan pengencer ( pengenceran kedua). Sampel 
diaspirasi melalui apertura ke dalam transducer chamber.  
6.  Sel darah akan dihitung jumlahnya berdasarkan jenisnya dengan metode DC 












Lampiran 3 : 
 
Pemeriksaan Imunohistokimia Fibronektin glomerulus ( Chin, 2005) 
1.  Pemeriksaan secara imunohistokimia dengan menggunakan potongan jaringan 3  
     µm dari blok parafin. 
2.  Slide  dilakukan  deparafinasi  dengan  menggunakan  xylol  dan  alkohol  secara 
bertingkat. 
3.  Sebelum pewarnaan immunostaining dengan streptavidin biotin dilakukan induksi  
dengan EDTA 
4.  Diberi hydrogen peroxida 3 % selama 5 menit 
5. Diberi antibodi monoclonal anti fibronektin selama 10 menit (Novocaste Lab U.K ) 
6.  Kemudian diberi antibody sekunder biotinylated ( Dako Denmark ) 
7. Diberi labeling peroxidase streptavidin ( Dako Denmark ), inkubasi suhu kamar 
selama 10 menit  
8. Deaminasi dengan warna chromogen dan di  inkubasi selama 5 menit 
9. Diberi warna penutup  Harris haematoxylin 
10. Penilaian fibronektin  matrik mesangial dengan menggunakan  skala  0 sampai 4 
dengan kriteria (Chin, 2005) 
0 : intensitas kurang dari 5%  
1 : intensitas 5-25% 
2 : intensitas  25-50 %  
3 : intensitas  50-75 %  
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Gambar : Alat Pengecatan Immunohistokimia 
 
A.  Stainning Jar 
B.  Microwave 
C.  Rotator, Anti fibronektin 







Lampiran 4:  
Ekstraksi etanol  Morinda citrifolia L 
 
1.  Sampel  berupa  Morinda  citrifolia  segar  (tanpa  biji  dan  core).  Sampel 
dibersihkan dan dicuci dengan air mengalir sebelum di cacah menjadi bagian 
kecil. 
2.  Sampel  di  oven-dried  mengunakan  oven  konvensional,  Memmert  UFB 
(Memmert GmbH Co.KG,Schabach,Germany) pada 45  C ;48 jam  
3.  Sampel kemudian di pulverisasi menjadi puder. 
4.  M. citrifolia kemudian di ekstrak menggunakan modifikasi Chang  
5.  10 g sampel di ekstrak dengan etanol pada 24 jam ; 45 C. 
6.  Ekstrak difiltrasi dengan selulose membrane Whatman filter paper dan ekses 









Lampiran 5:  
Perlakuan pemberian STZ 
 
1.  Berat badan tikus Sprague Dawley jantan diukur dengan ditimbang. 
2.  Tikus yang terpilih kemudian dilakukan aklimatisasi untuk penyesuaian iklim 
dan keadaan lingkungan barunya. 
3.  Hewan dipuasakan 10-12 jam kemudian diperiksa kadar gula darah 
4.  Hewan dikelompokkan, dan induksi STZ 40 mg/kgBB dilarutkan dalam 0,1 
mM sodium citrate, pH 5,5 : dengan cat.#572201 dari Calbiochem . 
5.  Setelah 72 jam hewan perlakuan diamati dan dipilih hewan tikus dengan kadar 
gula darah ≥ 200mg/dl 
6.  Setelah itu hewan di lakukan randomisasi dan dikelompokkan sesuai dengan 
perlakuan.  
7.  Hewan dipelihara sampai minggu ke 8  
8.  Pada minggu ke 8 pemberian Morinda citrifolia L secara sonde sesuai dosis 
perlakuan selama 2 minggu 
9.  Setelah 2 minggu dilakukan pemeriksaan (post  test only) kadar gula darah, 






Lampiran 6:  
Prosedur pemberian pakan 
 
Empat puluh delapan ekor tikus diadaptasikan terdahulu selama 7 hari 
diberi  makan  standar  PAR_G  BR  II  diperoleh  dari  LPPT  UGM  bidang 
layanan penelitian pra klinik dan pengembangan hewan percobaan Universitas 
Gajah Mada Yogjakarta, terdiri dari : jagung, bungkil kedelai, wheat pollard, 
bungkil kelapa, tepung ikan, tepung daging, tepung beras, tapioka, minyak 
kelapa, minyak ikan premix. Selanjutnya di induksi STZ dan dibiarkan 72 













Lampiran 7 : 
Prosedur pemberian ekstrak etanol Morinda citrifolia  
1.  Hewan setelah diinduksi STZ, di lakukan randomisasi dan dikelompokkan   
              menjadi 5 kelompok, 1 kelompok kontrol positif diberikan STZ dan 4  
kelompok  perlakuan  STZ  diberi  ekstrak  etanol  Morinda  citrifolia  L 
dengan berbagai dosis  10 mg/dl/hari; 20 mg/dl/hari; 40 mg/dl/hari; 80 
mg/dl/hari. 
  2.  Hewan dipelihara sampai minggu ke -8 kemudian dilakukan pemberian  
                 ekstrak etanol Morinda citrifolia L  sebanyak 2 ml secara sonde selama  
     15  hari.   
3.  Setelah 15 hari  dilakukan pemeriksaan kadar gula darah, tikus diambil 
darah untuk pemeriksaan jumlah neutrofil, dan ginjal untuk pemeriksaan      











Lampiran 8 :  
Surat Keterangan Standardisasi  Pemeliharaan Hewan Coba dan Teknik 































Lampiran 10 : 
ANALISIS STATISTIK 











































































,256 27 ,000 ,831 27 ,000
,129 27 ,200* ,980 27 ,855
GD_stz
GD_akhir
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kolmogorov-Smirnov
a Shapiro-Wilk
This is a lower bound of the true significance. *. 








N Mean Std. Deviation76 
 
2. ANOVA GD 
 





N  Mean 
Std. 
Deviation  Std. Error 
95% Confidence Interval for Mean 
Minimum 
Maximu
m    Lower Bound  Upper Bound 
MC_10mg/dL  6  497.83  193.340  78.931  294.94  700.73  108  600 
MC_20mg/dL  6  561.33  39.848  16.268  519.52  603.15  495  600 
MC_40mg/dL  6  484.83  193.445  78.974  281.83  687.84  98  600 
MC_80mg/dL  6  500.17  194.124  79.251  296.45  703.89  115  600 
STZ_noMC  6  498.00  60.511  24.704  434.50  561.50  415  600 
ad_Libitum  6  91.50  6.124  2.500  85.07  97.93  84  99 




Test of Homogeneity of Variances 
GD_stz 
Levene Statistic  df1  df2  Sig. 





  Sum of Squares  df  Mean Square  F  Sig. 
Between Groups  891036.556  5  178207.311  9.079  .000 
Within Groups  588861.333  30  19628.711     






(I) kelp_perlk  (J) kelp_perlk 
Mean 
Difference (I-
J)  Std. Error  Sig. 
95% Confidence Interval 
Lower Bound  Upper Bound 
MC_10mg/dL  MC_20mg/dL  -63.500  80.888  .439  -228.70  101.70 
MC_40mg/dL  13.000  80.888  .873  -152.20  178.20 
MC_80mg/dL  -2.333  80.888  .977  -167.53  162.86 
STZ_noMC  -.167  80.888  .998  -165.36  165.03 
ad_Libitum  406.333
*  80.888  .000  241.14  571.53 
MC_20mg/dL  MC_10mg/dL  63.500  80.888  .439  -101.70  228.70 
MC_40mg/dL  76.500  80.888  .352  -88.70  241.70 
MC_80mg/dL  61.167  80.888  .455  -104.03  226.36 
STZ_noMC  63.333  80.888  .440  -101.86  228.53 
ad_Libitum  469.833
*  80.888  .000  304.64  635.03 
MC_40mg/dL  MC_10mg/dL  -13.000  80.888  .873  -178.20  152.20 
MC_20mg/dL  -76.500  80.888  .352  -241.70  88.70 
MC_80mg/dL  -15.333  80.888  .851  -180.53  149.86 
STZ_noMC  -13.167  80.888  .872  -178.36  152.03 
ad_Libitum  393.333
*  80.888  .000  228.14  558.53 
MC_80mg/dL  MC_10mg/dL  2.333  80.888  .977  -162.86  167.53 
MC_20mg/dL  -61.167  80.888  .455  -226.36  104.03 
MC_40mg/dL  15.333  80.888  .851  -149.86  180.53 
STZ_noMC  2.167  80.888  .979  -163.03  167.36 
ad_Libitum  408.667
*  80.888  .000  243.47  573.86 
STZ_noMC  MC_10mg/dL  .167  80.888  .998  -165.03  165.36 
MC_20mg/dL  -63.333  80.888  .440  -228.53  101.86 
MC_40mg/dL  13.167  80.888  .872  -152.03  178.36 
MC_80mg/dL  -2.167  80.888  .979  -167.36  163.03 
ad_Libitum  406.500
*  80.888  .000  241.30  571.70 
ad_Libitum  MC_10mg/dL  -406.333
*  80.888  .000  -571.53  -241.14 
MC_20mg/dL  -469.833
*  80.888  .000  -635.03  -304.64 
MC_40mg/dL  -393.333
*  80.888  .000  -558.53  -228.14 
MC_80mg/dL  -408.667
*  80.888  .000  -573.86  -243.47 
STZ_noMC  -406.500
*  80.888  .000  -571.70  -241.30 












N  Mean 
Std. 
Deviation  Std. Error 




m    Lower Bound  Upper Bound 
MC_10mg/dL  6  417.33  79.957  32.642  333.42  501.24  319  531 
MC_20mg/dL  6  427.67  93.628  38.224  329.41  525.92  344  589 
MC_40mg/dL  6  462.83  48.996  20.002  411.42  514.25  395  506 
MC_80mg/dL  6  389.83  56.109  22.906  330.95  448.72  330  457 
STZ_noMC  6  327.33  104.047  42.477  218.14  436.52  203  475 
ad_Libitum  6  66.00  10.918  4.457  54.54  77.46  56  87 
Total  36  348.50  150.666  25.111  297.52  399.48  56  589 
 
Test of Homogeneity of Variances 
GD_akhir 
Levene Statistic  df1  df2  Sig. 







  Sum of Squares  df  Mean Square  F  Sig. 
Between Groups  636241.333  5  127248.267  24.121  .000 
Within Groups  158265.667  30  5275.522     









(I) kelp_perlk  (J) kelp_perlk 
Mean 
Difference (I-
J)  Std. Error  Sig. 






-10.333  41.935  .807  -95.98  75.31 
MC_40mg/d
L 
-45.500  41.935  .287  -131.14  40.14 
MC_80mg/d
L 
27.500  41.935  .517  -58.14  113.14 
STZ_noMC  90.000
*  41.935  .040  4.36  175.64 
ad_Libitum  351.333
*  41.935  .000  265.69  436.98 
MC_20mg/dL  MC_10mg/d
L 
10.333  41.935  .807  -75.31  95.98 
MC_40mg/d
L 
-35.167  41.935  .408  -120.81  50.48 
MC_80mg/d
L 
37.833  41.935  .374  -47.81  123.48 
STZ_noMC  100.333
*  41.935  .023  14.69  185.98 
ad_Libitum  361.667
*  41.935  .000  276.02  447.31 
MC_40mg/dL  MC_10mg/d
L 
45.500  41.935  .287  -40.14  131.14 
MC_20mg/d
L 
35.167  41.935  .408  -50.48  120.81 
MC_80mg/d
L 
73.000  41.935  .092  -12.64  158.64 
STZ_noMC  135.500
*  41.935  .003  49.86  221.14 
ad_Libitum  396.833
*  41.935  .000  311.19  482.48 
MC_80mg/dL  MC_10mg/d
L 
-27.500  41.935  .517  -113.14  58.14 
MC_20mg/d
L 
-37.833  41.935  .374  -123.48  47.81 
MC_40mg/d
L 
-73.000  41.935  .092  -158.64  12.64 
STZ_noMC  62.500  41.935  .147  -23.14  148.14 
ad_Libitum  323.833













*  41.935  .003  -221.14  -49.86 
MC_80mg/d
L 
-62.500  41.935  .147  -148.14  23.14 
ad_Libitum  261.333
















*  41.935  .000  -409.48  -238.19 
STZ_noMC  -261.333
*  41.935  .000  -346.98  -175.69 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
 
 





N  Mean  Std. Deviation  Std. Error 





  Lower 
Bound  Upper Bound 
MC_10mg/Dl  6  80.500  185.5239  75.7398  -114.195  275.195  -259.0  281.0 
MC_20mg/dL  6  133.667  69.6151  28.4203  60.610  206.723  11.0  206.0 
MC_40mg/dL  6  22.000  169.1567  69.0579  -155.519  199.519  -312.0  133.0 
MC_80mg/dL  6  110.333  169.4033  69.1586  -67.444  288.111  -220.0  270.0 
STZ_noMC  6  170.667  98.5752  40.2431  67.218  274.115  6.0  314.0 
ad_Libitum  6  25.500  8.7350  3.5660  16.333  34.667  11.0  36.0 




Test of Homogeneity of Variances 
GD_Selisih 
Levene Statistic  df1  df2  Sig. 





  Sum of Squares  Df  Mean Square  F  Sig. 
Between Groups  106203.889  5  21240.778  1.198  .334 
Within Groups  531851.000  30  17728.367     
Total  638054.889  35       






(I) kelp_perlk  (J) kelp_perlk 
Mean 
Difference (I-
J)  Std. Error  Sig. 
95% Confidence Interval 
Lower Bound  Upper Bound 
MC_10mg/dL  MC_20mg/d
L 
-53.1667  76.8730  .494  -210.162  103.829 
MC_40mg/d
L 
58.5000  76.8730  .453  -98.496  215.496 
MC_80mg/d
L 
-29.8333  76.8730  .701  -186.829  127.162 
STZ_noMC  -90.1667  76.8730  .250  -247.162  66.829 
ad_Libitum  55.0000  76.8730  .480  -101.996  211.996 
MC_20mg/dL  MC_10mg/d
L 
53.1667  76.8730  .494  -103.829  210.162 
MC_40mg/d
L 
111.6667  76.8730  .157  -45.329  268.662 
MC_80mg/d
L 
23.3333  76.8730  .764  -133.662  180.329 
STZ_noMC  -37.0000  76.8730  .634  -193.996  119.996 




-58.5000  76.8730  .453  -215.496  98.496 
MC_20mg/d
L 
-111.6667  76.8730  .157  -268.662  45.329 
MC_80mg/d
L 
-88.3333  76.8730  .260  -245.329  68.662 
STZ_noMC  -148.6667  76.8730  .063  -305.662  8.329 
ad_Libitum  -3.5000  76.8730  .964  -160.496  153.496 
MC_80mg/dL  MC_10mg/d
L 
29.8333  76.8730  .701  -127.162  186.829 
MC_20mg/d
L 
-23.3333  76.8730  .764  -180.329  133.662 
MC_40mg/d
L 
88.3333  76.8730  .260  -68.662  245.329 
STZ_noMC  -60.3333  76.8730  .439  -217.329  96.662 
ad_Libitum  84.8333  76.8730  .279  -72.162  241.829 
STZ_noMC  MC_10mg/d
L 
90.1667  76.8730  .250  -66.829  247.162 
MC_20mg/d
L 
37.0000  76.8730  .634  -119.996  193.996 
MC_40mg/d
L 
148.6667  76.8730  .063  -8.329  305.662 
MC_80mg/d
L 
60.3333  76.8730  .439  -96.662  217.329 
ad_Libitum  145.1667  76.8730  .069  -11.829  302.162 
ad_Libitum  MC_10mg/d
L 
-55.0000  76.8730  .480  -211.996  101.996 
MC_20mg/d
L 
-108.1667  76.8730  .170  -265.162  48.829 
MC_40mg/d
L 
3.5000  76.8730  .964  -153.496  160.496 
MC_80mg/d
L 
-84.8333  76.8730  .279  -241.829  72.162 
STZ_noMC  -145.1667  76.8730  .069  -302.162  11.829 
 





3. Data analisis Neutrofil  
      
                                  
 
       




30 100,0% 0 ,0% 30 100,0% Neutrofil



































,220 30 ,001 ,809 30 ,000 Neutrofil
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kolmogorov-Smirnov
a Shapiro-Wilk
Lilliefors Significance Correction a. 
Descriptives
Neutrofil
6 2,8500 1,39821 ,57082 1,3827 4,3173 1,10 4,80
6 3,3167 ,88185 ,36002 2,3912 4,2421 2,40 4,90
6 4,3500 2,12014 ,86554 2,1250 6,5750 1,80 7,20
6 4,5667 2,89666 1,18256 1,5268 7,6065 2,60 10,20
6 4,1667 2,81543 1,14940 1,2121 7,1213 2,70 9,90







N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound


































Kruskal Wallis Test a. 
Grouping Variable: Perlakuan b. 85 
 
4. Data Analisis Fibronektin  
 Uji kesesuaian fibronektin  
Untuk menguji kesesuaian dua pembaca dikalukan uji kappa  dengan nilai yang 
diperoleh 1 
Case Processing Summary 
  Cases 
  Valid  Missing  Total 
  N  Percent  N  Percent  N  Percent 
Kat_Fr1 * Kat_Fr2  30  100.0%  0  .0%  30  100.0% 
 
Kat_Fr1 * Kat_Fr2 Crosstabulation 
Count 
    Kat_Fr2 
Total      Lemah  sedang 
Kat_Fr1  Lemah  6  0  6 
sedang  0  24  24 
Total  6  24  30 
 
Symmetric Measures 








Measure of Agreement  Kappa  1.000  .000  5.477  .000 
N of Valid Cases  30       
a. Not assuming the null hypothesis. 















Test of Homogeneity of Variances 
Fibronectin 
Levene Statistic  df1  df2  Sig. 





  Sum of Squares  df  Mean Square  F  Sig. 
Between Groups  4.019  4  1.005  109.094  .000 
Within Groups  .230  25  .009     













N  Mean 
Std. 
Deviation  Std. Error 
95% Confidence Interval for 
Mean 
Minimum  Maximum    Lower Bound  Upper Bound 
Kontrol  6  2.57  .137  .056  2.43  2.71  2  3 
10  6  2.20  .067  .028  2.13  2.27  2  2 
20  6  1.45  .053  .022  1.40  1.51  1  2 
40  6  2.05  .134  .055  1.91  2.19  2  2 
80  6  2.24  .044  .018  2.19  2.28  2  2 










(I-J)  Std. Error  Sig. 
95% Confidence Interval 
Lower Bound  Upper Bound 
Kontrol  10  .370
*  .055  .000  .26  .48 
20  1.117
*  .055  .000  1.00  1.23 
40  .517
*  .055  .000  .40  .63 
80  .333
*  .055  .000  .22  .45 
10  Kontrol  -.370
*  .055  .000  -.48  -.26 
20  .747
*  .055  .000  .63  .86 
40  .147
*  .055  .014  .03  .26 
80  -.037  .055  .514  -.15  .08 
20  Kontrol  -1.117
*  .055  .000  -1.23  -1.00 
10  -.747
*  .055  .000  -.86  -.63 
40  -.600
*  .055  .000  -.71  -.49 
80  -.783
*  .055  .000  -.90  -.67 
40  Kontrol  -.517
*  .055  .000  -.63  -.40 
10  -.147
*  .055  .014  -.26  -.03 
20  .600
*  .055  .000  .49  .71 
80  -.183
*  .055  .003  -.30  -.07 
80  Kontrol  -.333
*  .055  .000  -.45  -.22 
10  .037  .055  .514  -.08  .15 
20  .783
*  .055  .000  .67  .90 
40  .183
*  .055  .003  .07  .30 





            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 